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摘要 :【 目 的 ] 本 研究 旨 在 克隆 与 鉴定 家 看 Bombyx mori C 类 清道 夫 受 体 基 因 BmSR-C ,为 探析 其 在 


家 看 免疫 中 的 功能 英 定 基础 。[ 方 法 ] 利 用 RACE 技术 克隆 家 看 C 类 清道 夫 受 体 基 因 全 长 序列 ,并 


对 其 进行 生物 信息 学 分 析 。 利 用 RT-PCR 和 qPCR 方法 对 BmSR-C 基因 的 时 空 表达 情况 进行 检测 。 


通过 原核 表达 和 Nit 亲 和 层 析 的 方法 获得 BmSR-C 重组 蛋白 ,免疫 昆明 小 和 鼠 制 备 抗 BmSR-C 多 克 


ime 


隆 抗体 。 利 用 ELISA 法 和 Western blot 分 别 对 和 鼠 抗 BmSR-C 蛋白 多 克隆 抗体 的 效 价 和 特异 性 进行 


Hil, AERE BmSR-C HABRAKRA, BRAKE BmE 细胞 ,分 析 该 蛋白 的 亚 细 胞 定位 情况 。 


【 结果】 克隆 获得 家 看 BmSR-C XE (GenBank 登录 号 : BGIBMGA004577 ) ,其 开放 阅读 框 (ORF ) 全 
长 为 1 821 bp, 编 码 606 个 氨基 酸 残 基 。BmSR-C 具有 典型 的 C 类 清道 夫 受 体 家 族 结构 特征 ,主要 
由 CCP, MAM 和 SO 结构 域 以 及 靠近 C 端的 单 次 跨 膜 结构 域 组 成 。 进 化 分 析 结 果 显 示 钱 起 目 昆 中 


SR-C 单独 聚 为 一 支 , 家 看 BmSR-C 与 同 为 鲜 翅 目 昆虫 的 草地 贪 夜 蛾 Spodoptera frugiperda 和 大 红斑 
X& Danaus plexippus 的 同 源 蛋白 亲缘 关系 最 为 接近 。 对 BmSR-C 基因 的 时 空 表达 分 析 表 明 , BmSR-C 
在 家 看 的 蕊 民 管 和 血细胞 中 高 表达 ,而 在 其 他 组 织 中 无 明显 表达 ;其 在 家 看 不 同 发 育 时 期 的 血细胞 


中 均 有 表达 , 且 在 4 冷 眠 期 的 表达 量 达 到 峰值 。ELISA 检测 结果 显示 ,所 制 得 抗体 效 价 高 达 


1: 128 000; Western blot 检测 结果 显示 ,该 抗体 可 以 特异 性 识别 重组 蛋白 。 家 看 BmE 细胞 中 的 亚 细 
胞 定位 结果 表明 BmSR-C 主要 定位 于 细胞 膜 。[【 结论 ) 获 得 家 乔 C 类 清道 夫 受 体 基因 BmSR-C 的 完 
整 cDNA 序列 及 其 表达 特征 ;成 功 制备 了 BmSR-C 的 多 克隆 抗体 ,利用 家 看 BME 细胞 在 细胞 水 平 
上 分 析 了 BmSR-C 的 亚 细 胞 定位 情况 ,推测 其 参与 家 蛋 的 生长 发 育 及 病原 微生物 入 侵 的 免疫 反应 ， 
为 进一步 研究 BmSR-C 的 生物 学 功能 商定 了 基础 。 

关键 词 : RK; BmSR-C; 表达 分 析 ; 原核 表达 ; 亚 细 胞 定位 
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Abstract; [ Aim] This study aims to clone and identify a class C scavenger receptor gene BmSR-C in the 
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silkworm, Bombyx mori, so as to lay a foundation for the further exploration of the function of scavenger 
receptor class C in the silkworm immunity. [Methods] The full-length cDNA of BmSR-C was cloned by 
RACE and analyzed by bioinformatics. The spatial and temporal expression profiles of BmSR-C were 
detected by RT-PCR and qPCR. The BmSR-C recombinant protein was obtained by prokaryotic 
expression and Ni* affinity chromatography. The antibody was acquired by using the recombinant protein 
to immunize mice, and its titer and specificity were detected by ELISA and Western blot, respectively. 
Simultaneously, the subcellular localization of the protein was analyzed after BmSR-C eukaryotic vector 
was constructed and then transfected into BmE cells of the silkworm. [Results] We cloned the full-length 
cDNA of BmSR-C (GenBank accession no. : BGIBMGA004577 ) from B. mori, which contains an ORF 
of 1 821 bp encoding a putative protein of 606 amino acid residues. BmSR-C has the typical structural 
features of scavenger receptor class C family, including CCP, MAM and SO domains, as well as a single 
transmembrane region in the near end of the C-terminus. Evolutionary analysis showed that SR-C proteins 
from lepidopteran insects clustered alone, and BmSR-C was most closely related to its homologues from 
Spodoptera frugiperda and Danaus plexippus. The spatial and temporal expression profiles showed that 
BmSR-C was highly expressed in the Malpighian tubules and hemocytes, but showed no obvious 
expression in other detected tissues. In addition, BmSR-C was expressed in hemocytes during different 
developmental stages, with the expression peak at the 4th instar larval molting. The titer of the antibody 
was estimated as high as 1: 128 000 dilution ratio through ELISA, and the result of Western blot showed 
that the antibody could specifically recognize the recombinant protein. The subcellular localization result 
in BmE cells showed that BmSR-C is mainly located on the cell membrane. [ Conclusion] BmSR-C was 
cloned and its expression patterns were investigated. The anti-mouse polyclonal antibody was obtained. 
The subcellular localization of BmSR-C was investigated in BmE cells of the silkworm. It is inferred that 
BmSR-C may be involved in the growth and development and immune response to the invasion of 
pathogenic microorganisms in the silkworm. This study provides a foundation for further research of the 
biological function of BmSR-C in the silkworm. 


Key words: Bombyx mori; BmSR-C ; expression profiling; prokaryotic expression; subcellular localization 


清道 夫 受 体 (scavenger receptor, SR) 被 定义 为 
可 以 结合 多 种 配 体 并 有 助 于 去 除非 已 或 自身 变异 靶 
标的 细胞 表面 受 体 (PrabhuDas et al., 2017)。 基 于 
这 一 定义 ,美国 国立 卫生 研究 院 的 15 位 相关 领域 的 
专家 讨论 研究 后 提出 将 这 些 受 体 划 分 为 10 类 , 即 
A - J ( PrabhuDas et al., 2017)。 清 道夫 受 体 在 结构 
上 是 多 种 多 样 的 ,其 生物 学 功能 也 非常 广泛 ,它们 在 
^E IBS PER 吞噬、 粘 附和 信号 传导 等 过 程 中 发 挥 重 
要 作用 ,最 终 协助 免疫 细胞 消除 或 降解 有 害 物 质 
(PrabhuDas et al., 2017) 。 清 道夫 受 体能 够 识别 的 
配 体 很 广泛 ,主要 包括 多 聚 阴 离子 ,如 化 学 修饰 的 脂 
蛋白 (如 和 氧化 低 密 度 脂 蛋 白 和 乙酰 化 低 密度 脂 蛋 
FD ZROH RAZ RAER R, E 
3 CRRA Je BR RE) . D] 3 T F9 E CUN 22 SA 

















Prabhudas et al., 2014) 。 清 道夫 受 体 广泛 的 配 基 识 
别 谱 使 得 其 具备 多 样 化 的 功能 ,研究 显示 ,清道 夫 受 
体 与 机 体 的 防御 、 动 脉 粥 样 硬化 、 体 内 平衡 、 细 胞 粘 
附和 癌症 进展 等 都 有 着 不 同 程 度 的 相关 性 ( Gordon ， 
2002; Huang et al., 2010; PrabhuDas et al., 2017), 

清道 夫 受 体 不 仅 可 以 结合 乙酰 化 或 氧化 的 低 密 
度 脂 蛋白 (AcLDL 或 OxLDL) ,而 且 可 以 识别 包括 脂 
we BE NS ( lipoteichoic LTA), JE Z P 
(lipopolysaccharides, LPS) , ll Fi CpG DNA 和 酵母 
B- 葡 聚 糖 等 在 内 的 多 种 病原 相关 分 子 模式 
( pathogen-associated molecular patterns, PAMPs ) 
(Mukhopadhyay and Gordon, 2004; Sigsgaard et al., 
2008). 。 作 为 一 类 重要 的 模式 识别 受 体 (PRRs ) , 清 
道夫 受 体 通 常 通过 激活 内 吞 作用 吞噬 作用 或 下 游 




















acid, 





























JE AE DN BEIS AS Æ ) 和 细菌 脂 多 糖 ( 如 内 毒素 ) 等 
(Murphy et al., 2005; Plüddemann et al., 2006; 
González-Lázaro et al., 2009; Jones et al., 2013; 


信和 号 最 终 协助 对 病原 微生物 的 清除 ( PrabhuDas et 
al., 2014), SRA 通过 结合 LTA 识别 革 兰 氏 阳 性 菌 
(Dunne et al., 1994) 。 在 果 蝇 中 ,SR-Bs 涉及 免疫 应 























1134 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 61 卷 





答 、 凋 亡 细 胞 的 结合 与 否 哈 作用 、 类 胡萝卜 素 的 代谢 
与 运输 .信息 素 的 检测 与 传播 以 及 其 他 生理 过 程 
(Franc et al., 1999; Kiefer et al., 2002; Philips et 
al., 2005; Stuart et al., 2005; Agaissé et al., 2005; 
Voolstra et al., 2006; Wang et al., 2007; Benton et 
al., 2007; Jin et al., 2008) 。 目 前 ,已 经 在 多 种 物种 
中 鉴定 到 SRC 蛋白 ,如 达 氏 按 蚊 Anopheles darlingi, 
TR Be fF We Aedes aegypti, Wd R ha Drosophila 
melanogaster 和 库 鲁 马 虾 Marsupenaeus japonicus 等 
(Misra et al., 2002; Tanaka et al., 2008; Mendes et 
al., 2010; Yang et al., 2016) ,然而 ,关于 它们 的 生 
物 学 作用 的 报道 很 少 。 黑 腹 果 晶 SRC 的 4 种 类 型 
中 的 dSR-CI 具有 介 导 革 兰 氏 阳 性 和 阴性 菌 的 吞噬 
MEH (Rämet et al., 2001) 。 埃 及 伊 蚊 SRC( AaSRC) 
可 以 识别 登革热 病毒 并 调节 抗菌 肽 的 表达 以 消除 病 
f (Xiao et al., 2014) , PE HF SRC( MjSRC) 通过 
增强 虾 中 血细胞 对 白斑 综合 征 病毒 (WSSYV ) B 4r R 
作用 ,从 而 发 挥 抗 病毒 作用 (Yang et al., 2016), JE 
外 ,MjSRC 通过 增强 血细胞 吞噬 作用 和 抗菌 肽 的 表 
达 而 在 库 鲁 马 虾 的 抗菌 免疫 中 发 挥 重要 作用 ( Yang 
et al., 2017), 日 本 学 者 Tanaka 等 (2008 ) 在 全 基因 
ALICE XT AE Bombyx mori 免疫 相关 基因 进行 系统 
鉴定 ,发 现 4 个 A 类 清道 夫 受 体 基 因 、13 个 B 类 清 
道夫 受 体 基因 和 1 个 C 类 清道 夫 受 体 基因 。 家 看 
的 A 类 清道 夫 受 体 BmSCRASP2 45 ZR i. JE Jk rh 
Plasmodium 及 埃及 伊 蚊 中 的 A 类 清道 夫 受 体 Corin 
结构 类 似 ,BmSCRAL1 与 果 晶 、 症 原虫 及 埃及 伊 蚊 中 
的 Lox2 结构 相似 , BmSCRACI1 与 果 晶 的 CG3921 £i 
构 类 似 ,而 BmSCRASP4 则 具有 独特 的 结构 ,但 是 ， 
它们 都 含 清道 夫 受 体 半 胱 氨 酸 富 集 区 (SRCR )， 
此 推测 家 大 的 A 类 清道 夫 受 体 具有 与 其 他 物种 中 A 
类 清道 夫 受 体 相似 的 功能 ,如 微生物 吞噬 性 识别 和 
病原 体 清除 作用 (Peiser et al., 2002; Pierini, 2006; 
Tanaka et al., 2008), Sakudoh 等 (2010) 鉴定 B 类 
清道 夫 受 体 的 另 一 个 成 员 一 一 家 竺 黄 草 C C yellow 
cocoon, Cameo2 ) 基因 ,随后 ,该 课题 组 又 鉴定 到 一 
个 由 Fresh ( F) 基因 编码 的 SCRB15 (Sakudoh et al., 
2013)。 董 占 鹏 等 通过 比较 基因 组 学 的 方法 从 家 看 
基因 组 鉴定 得 到 了 14 PRE B 类 清道 夫 受 体 基因 , 
BMA A B 类 清道 夫 受 体 具有 与 哺乳 动物 SR-B JH 
似 的 CD36 结构 域 , 其 胞 外 域 含有 多 个 N 端 连接 糖 
基 化 位 点 、 豆 莹 酰 化 位 点 、 伙 酸化 位 点 以 及 簇生 半 胱 
氨 酸 ,推测 它们 可 能 参与 凋 亡 细胞 清除 结合 修饰 性 
LDL 、 参 与 免疫 防护 . 脂 质 代谢 及 脂 类 物质 的 转运 及 




































































































































































it ar E EI Se (ae ASS, 2010; 3E HS, 2011; 
Dong et al., 2015) , 2016 年 ,本 实验 室 赵 羽 共 等 克 
ETSI SAX ae B 类 清道 夫 受 体 的 另 一 个 成 员 的 基 
BmSCRB8 ( 赵 羽 卒 等 , 2016)。 家 盔 不 仅 是 一 类 
要 的 经 济 昆虫 ,同时 也 是 鳞 翅 目的 模式 昆虫 。 然 
m, Ae Ae C 类 清道 夫 受 体 基因 还 未 被 克隆 ,其 相关 
功能 暂 无 报道 。 对 家 春 C 类 清道 夫 受 体 基 因 的 研 
究 将 有 助 于 对 家 乔 以 及 鳞 翅 目 昆 虫 的 脂 类 代谢 、 免 
疫 反 应 等 重要 生理 机 制 进行 探究 ,丰富 家 看 基因 功 
能 研究 ,同时 为 其 他 昆虫 特别 是 鳞 翅 目 昆 虫 的 研究 
提供 理论 依据 。 本 研究 通过 RACE 技术 获得 家 看 C 
类 清道 夫 受 体 BmSR-C 基因 ,并 对 其 结构 和 在 家 看 
幼虫 体内 的 时 空 表 达 特 征 进 行 分 析 , 通 过 原核 表达 
和 和 蛋白 纯化 获得 重组 蛋白 ,制备 多 克隆 抗体 ,分 析 
BmSR-C 的 亚 细 胞 定位 情况 ,为 后 续 研 究 莫 定 坚 实 
的 基础 。 

































































1 材料 与 方法 


1.1 材料 与 主要 试剂 

本 实验 所 用 家 看 品种 为 大 造 (P50) ,由 西南 大 
学 家 得 基因 库 提 供 。 和 在 卵 于 室温 (25Y ) 、 相 对 湿度 
60% ~ 80% 、 光 周期 12L: 12D 的 条 件 下 催 青 ,幼虫 
在 27°C 人 工 气候 箱 中 用 新 鲜 干净 的 桑 叶 饲 养 。 
BmE 细胞 系 保存 于 本 实验 室 。 质 粒 抽 提 试 剂 盒 购 
H Qiagen 公司 ;pMD19-T Simple , T4 连接 酶 以 及 限 
制 性 内 切 酶 购 自 TaKaRa Zr] ; HiFi Taq 酶 购 自 北京 
全 式 金 生 物 技 术 有 限 公 司 ; 反 转 录 试 剂 盒 购 自 
Promega 公司 ; RACE Kit 与 Trizol 试剂 购 自 
Invitrogen 公司 ; X-tremeGENE HP DNA Transfection 
Reagent 转 染 试 剂 购 自 Roche 公司 。 引 物 均 由 北京 
六 合 华 大 基因 科技 股份 有 限 公 司 合成 。 多 聚 甲醛 购 
HEET, St ZETEC FH Be DAPI Wg AB z RE 
物 技术 公司 。 
1.2 总 RNA 的 提取 和 cDNA 的 合成 

RZE 5 龄 第 3 天 幼虫 50 头 ,解剖 获得 头 、 中 
肠 、 体 壁 、 丝 腺 、 马 氏 管 .脂肪 体 、 精 梨 、 血 细胞 和 卵 梨 
等 组 织 。 收 集 血 液 组 织 时 加 入 茶 基 硫 脲 以 抵抗 黑 化 
反应 ,直接 将 Trizol 加 入 血细胞 中 。 其 他 组 织 均 先 用 
液 氮 人 研磨 后 再 分 别 加 入 Trizol ,按照 Invitrogen 公司 的 
操作 指南 进行 总 RNA 的 提取 ,再 用 M-MLV 反 转 录 酶 
系统 按照 相关 说 明 书 进行 反 转 录 得 到 CDNA, 
1.3 RACE 法 扩 增 BmSR-C 的 5' 端 及 3' 端 序列 

根据 家 大 基因 组 数据 库 SilkDB ( http: // www. 
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silkdb. org/silkdb/ ) 提供 的 目的 基因 预测 序列 及 EST 
序列 ,用 Primer 5.0 软件 设计 引物 ( 表 1)。 收 集 4 
龄 眠 期 家 鼻血 细胞 R9 7:38 E38 COE IA 1 mL 
Trizol 裂解 液 ,按照 TaKaRa 公司 的 操作 指南 进行 总 
RNA 的 提取 ,再 用 M-MLV 反 转 录 酶 系统 按照 相关 
说 明 书 进行 反 转录 得 到 cDNA, PCR 扩 增 体系 : 
cDNA 模板 0. 1 pg, dNTPs 2 nL， 上 下 游 引 物 (20 
pmol/pL) 各 0.5 uL, HiFi Bj 0.2 pL, 10 x HiFi 组 
冲 液 (2.0 mmol/L)2.5 hnL， 双 莹 水 补 齐 至 25 uL, 
PCR 反应 程序 : 94°C 预 变性 2 min; 然后 94% 变性 














30 s, 55*C 退火 30 s, 72% 延伸 2 min, 总 共 25 个 循 
环 ; 72% 延伸 10 min; 最 后 4% 保存 。PCR 扩 增 获 
得 目的 基因 部 分 序列 ,经 测序 验证 后 ,依照 此 序列 设 
计 特 异 引物 GSP1, NGSP1, GSP2 和 NGSP2( #1), 
遵照 RACE 试剂 盒 的 说 明 书 分 别 进行 5'RACE 和 
3'RACE 扩 增 。 产 物 用 1% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 进行 检 
ij , 切 胶 回 收 并 连接 至 pMD19-T Simple 载体 上 ,经 
转化 . 挑 斑 和 菌 液 电泳 验证 筛选 后 送 至 北京 华 大 基 
因 公司 测序 ,分 析 拼 接 之 后 获得 目的 基因 cDNA 全 
长 序列 。 














表 1 本 研究 所 用 引物 信息 


Table 1 Information of primers used in this study 








引物 Primers 引物 序列 Primer sequences (5 -3') 用 途 Use 
BmSR-C F; ATGAATTTATTATATAAGTGTATTT PCR 
R; ATCGTCCATATGGGCAC 
GSP1 GGAGCCGTACGTGTGATCAAACCA 5'RACE 
NGSPI GGTGGCAATTTAGGGCAGCCTGATTT S'RACE 
GSP2 CGACTCTTGCGTCGGTCGATGCTT 3'RACE 
NGSP2 ACCACAACGACGACTACACCCAAA 3'RACE 
BmSR-C-Full F: TTCTGACACCGCGAATAGTTAA cDNA 全 长 扩 增 
R; CATATGGGCACTCAGATAGCG Full-length cDNA cloning 
BmSR-C-RT F; ATTCGGAAATGACATGAACG RT-PCR 
R; GAACAGTTCAATCGTCCATATG 
BmActin3 F: AACACCCCGTCCTGCTCACTG RT-PCR 
R; GGGCGAGACGTGTGATTTCCT 
BmSR-C-qRT F: ACCACAACGACGACTACACCC qPCR 
R: GTCTGTTTCTGGGATGGGCTA 
BmGAPDH-qRT F: CATTCCGCGTCCCTGTTGCTAAT qPCR 
R; GCTGCCTCCTTGACCTTTTGC 
BmSR-C-PE F: TTCGCTCTAAGATGTCCTTACC 原核 表达 
R; CAGTGTTTTTGAGGCTCC Prokaryotic expression 


1.4 基因 结构 及 序列 特征 分 析 

利用 在 线 网 站 ORF Finder (http; // www. ncbi. 
nim. nih. gov/gorf/gorf. html) 预测 目的 基因 的 ORF; 
WR AE FE DSL ZR ACHE PE SilkDB (http; // www. silkdb. 
org/silkdb/) 下 载 SR-C 基因 组 序列 ,运用 Splign 
(https: // www. ncbi. nlm. nih. gov/sutils/splign/ 





services/ SignalP/) 等 对 其 蛋白 结构 进行 预测 。 
1.5 同 源 序列 比 对 与 进化 分 析 

从 NCBI 数据 库 下 载 草地 贪 夜 蛾 Spodoptera 
frugiperda KASEH Danaus plexippus 西方 蜜蜂 Apis 
mellifera IR 3,43 Z Tribolium castaneum , Y J& t ty 
Aedes aegypti ||X] EG WF IX Anopheles gambiae 和 黑 腹 


























splign. cgi? textpage = online&level = form ) 对 其 基因 
结构 进行 分 析 ; 利用 在 线 工 具 SMART (http; // 
smart. embl-heidelberg. de/) , TMHMM Server v. 2. 0 
(http; // www. cbs. dtu. dk/services/ TMHMM-2. 0/) 
和 Signal 4. 1 Server ( http: // www. cbs. dtu. dk/ 














FENG Drosophila melanogaster 等 物种 C 类 清道 夫 受 体 
蛋白 全 长 序列 ,将 其 与 家 看 SR-C 利用 Clustal X 进行 
比 对 分 析 , 然 后 用 MEGA6.0 软件 构建 NJ 进化 树 。 
1.6 RT-PCR 

从 家 和 看 幼虫 4 龄 第 3 天 到 预 师 第 2 天 ,每 隔 1 d 
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收集 50 头 和 蛋 的 血细胞 ,提取 总 RNA 后 反 转 获得 
cDNA。 以 各 时 期 血细胞 和 1.2 ERUKE 5 龄 
第 3 天 幼虫 各 组 织 的 cDNA 为 模板 ,进行 RT-PCR 
扩 增 ,以 肌 动 蛋白 3(Actin3) 基 因为 内 参 ,引物 见 1。 
PCR 反应 体系 : cDNA 模板 0.1 pg, dNTPs 2 uL, 上 
下 游 引物 (20 pmol/ uL) 4& 0.5 pL, HiFi 酶 0.2 pL, 
10 x HiFi 缓冲 液 (2.0 mmol/L)2. 5 pL, WEEK Hh FF 
至 25 uL, PCR 反应 条 件 : 94°C 预 变 性 4 min; 94°C 
变性 30 s, 55'CGB 30 s, 72°C 延伸 2 min, 总 共 25 
个 循环 ;72% 延伸 10 min; 最 后 4% 保存 。 各 取 5 pL 
扩 增 产物 ,经 1% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 和 EB 染色 后 用 
Bio-Rad 凝 胶 成 像 系统 进行 成 像 分 析 。 所 有 检测 均 
重复 3 次 。 
1.7 qPCR 

以 1.6 节 合 成 的 血细胞 和 1. 2 节 合 成 的 家 看 5 
龄 第 3 天 幼虫 各 组 织 的 cDNA 为 模板 ,以 BmGAPDH 
基因 作为 内 参 进 行 qPCR 扩 增 ,引物 列 见 表 1。 
qPCR 在 LightCycler 96 ( Roche) 机 器 上 通过 GoTaq 
qPCR Master Mix( Promega, 美国 ) 根据 制造 商 的 说 
明 书 进行 。PCR 反应 体系 : cDNA 模板 0. 1 pg, 上 
下 游 引 物 (10 mmol/L) 4& 0.4 uL, 2 x GoTaq 9 
Probe qPCR Master Mix 10 uL, PCR 反应 程序 : 
95*C 30 s; 95*C 15 s, 60° 30 s, 72 30 s, 45 个 
循环 。qPCR 数据 以 平均 值 + SE 表示 ,统计 差异 使 
用 2 方法 计算 ,进行 上 检验 ,P «0.05 表示 差异 
显著 。 
1.8 原核 表达 载体 构建 及 诱导 表达 

根据 基因 比 对 结果 ,选取 家 看 SR-C 基因 特异 
性 片段 ,设计 分 别 带 有 Hind II 和 Xho 1 两 个 酶 切 位 
点 的 上 下 游 引物 ( 表 1) 进 行 PCR 扩 增 ,测序 验证 后 
连接 至 原核 表达 载体 pET32a( +) 上 ,获得 重组 质粒 
pET32a( + )-BmSR-C( 图 1) 。 将 该 重组 质粒 转化 至 
感受 态 细胞 Rosseta 菌株 进行 蛋白 诱导 ,分 别 在 16, 
25 和 37°C 的 条 件 下 加 入 终 浓度 为 1 mmol/L. 的 
IPTG 分 别 诱导 20, 12 和 6 h 后 收集 菌 体 , 冰 上 超声 
破碎 后 分 别 收集 上 清和 沉淀 进行 SDS-PAGE 电泳 。 
随后 利用 终 浓 度 分 别 为 0, 0.1,0.2,0.4,0.6,0.8 
和 1.0 mmol/L 的 IPTG F 370 诱导 6h, 同 样 用 
SDS-PAGE 电泳 检测 上 清 与 沉淀 中 目标 蛋白 的 表达 
情况 。 
1.9 蛋白 纯化 

按照 IPTG 终 浓度 为 0.1 mmol/L, 37C 6 h 
的 条 件 大 规模 诱导 家 竺 SR-C 重组 蛋白 的 表达 , 收 
集 菌 体 ,超声 破碎 后 4Y 离心 ,收集 沉淀 。 依 次 用 含 
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图 1 原核 表达 载体 pET32a( + )-BmSR-C 的 结构 
Fig. 1 


Structure of the prokaryotic expression vector 


pET32a( + )-BmSR-C 


A S96 乙酸 和 12% Triron 的 洗涤 液 ，2 mol/L RA 
(5 mmol/L EDTA 和 25 mmol/L Tris-HCl) , pH 7.0 
的 含 20 mmol/L Tris-HCl, 0.5 mol/L NaCl 和 50% 
乙醇 的 洗涤 液 洗涤 沉淀 ,然后 用 双 蒸 水 洗涤 沉淀 去 
盐 。 用 8 mol/L 的 尿素 ( 含 25 mmol/L Tris-HCl 和 
0.3 mol/L NaCl, pH 8.0) 溶 解 包涵 体 , 调节 pH fü 
至 11.5 ~12.0, 过 夜 搅 拌 ,4%C 20 000 r/min 离心 ,将 
上 清 用 0. 22 pm 的 微 孔 滤 膜 过 滤 后 备用 ,最 终 用 
Ni 柱 CNi-NTA) 纯 化 该 重组 和 蛋白 (按照 CE 公司 所 
提供 的 说 明 书 进行 操作 ) 。 
1.10 抗 血 清 制备 

将 纯化 得 到 的 重组 蛋白 注射 肉 性 昆明 小 鼠 制 备 
抗 血清 ,每 只 小 鼠 进行 5 次 蛋白 腹腔 注射 ,注射 时 间 
点 分 别 为 0, 10, 10, 15 和 21 d。 第 1 次 注射 将 蛋 
白 和 弗 式 完 全 佐 剂 等 体积 混合 乳化 ,后 4 次 均 将 和 蛋 
白 和 弗 式 不 完全 优 剂 等 体积 混合 乳化 。 最 后 直接 注 
射 纯 蛋 白 ,1 周 后 摘除 小 鼠 的 眼球 取 血 。 将 获取 的 
血液 于 室温 静 置 2 h ,然后 3 000 r/min 离心 10 min, 
吸取 血清 部 分 ,加 入 体积 比 为 30% 的 甘油 后 分 装 保 
存 于 -80Y 。 
1.11 ELISA 法 测定 抗体 效 价 

利用 间接 ELISA 法 检测 抗体 效 价 。 参 照 TMB 
底 物 显 色 试剂 盒 说 明 书 ,将 纯化 获得 的 重组 蛋白 加 
A 96 孔 酶 标 板 中 ,每 孔 50 ng,4% 包 被 过 夜 。 次 日 
用 缓冲 液 洗涤 3 次 ,每 次 5 min, 每 孔 加 入 0.2 mL 
0.1% BSA ,于 37% 封 闭 孵育 1 h, PBST 洗涤 3 次 ， 
每 次 5 min ,每 孔 分 别 加 入 按照 1: 10 等 梯度 稀释 的 
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抗体 ,4%C 孵育 过 夜 。 用 PBST 洗涤 3 次 ,每 次 5 
min, JA 1: 2 000 稀释 的 羊 抗 鼠 IgG-HRP ,室温 孵 
育 1 h ,洗涤 后 加 入 TMB 反应 15 min ,然后 每 孔 加 入 
2 mol/L H,SO, 终止 反应 ,于 450 nm 进行 检测 ,最 后 
计算 出 抗体 效 价 。 
1.12 Western blot 检测 家 等 SR-C 抗 血 清 特 异性 

收集 家 看 4 龄 眠 期 家 看 血细胞 ,离心 弃 上 清 后 
加 入 适量 RIPA 蛋白 裂解 液 , 用 移 液 枪 轻 轻 混 匀 县 
浮 后 于 冰 上 更 置 30 min,4%C 12 000 r/min 离心 10 
min , 轻 轻 吸取 上 清 液 , 即 为 提取 的 蛋白 ,然后 利用 
BCA 法 测定 蛋白 浓度 ,样品 经 SDS-PAGE 电泳 和 转 
膜 后 ,以 含 5% BSA 的 TBST[ NaCl 8. 8 g, 1 mol/L 
Tris-HCl( pH 8.0)20 mL,0.5 mL Tween-20, x Zi FI] 
1 L]-T BEP 2 bh, 将 小 鼠 产 生 的 抗 血 清 以 1: 
5 000 的 比例 稀释 后 于 4% EET EC, A TBST 洗涤 
后 ,将 ARP 标记 的 小 鼠 IgG 以 1 10 000 的 比例 稀释 
后 在 室温 孵育 1 h,TBST 洗涤 ,用 ECL 显 色 液 显 色 
后 再 用 成 像 仪 曝光 。 
1.13 RÆ SR-C 亚 细 胞 定位 

用 PCR 扩 增 1.3 节 获 得 的 家 看 SR-C 基因 全 长 
的 ORF 序列 ,把 该 片段 经 限制 性 内 切 酶 Hindi 和 
Xba I 酶 切 后 连接 到 载体 pIZ-EGFP-V5His 上 ,挑选 
阳性 克隆 送 到 北京 华 大 基因 公司 测序 。 将 测序 正确 
的 质粒 命名 为 pIZ-ECGFP-BmSR-C-V5His。 将 家 乔 胚 
胎 细 胞 系 BmE 细胞 用 含 10% FBS 的 Grace 昆虫 细 
胞 培养 基 在 27% 培养 箱 进 行 培养 ,进行 转 染 前 先 将 
BmE 细胞 接种 于 24 孔 板 (1 x 10° 个 ) ,用 无 抗生素 
的 Grace 培养 基 培 养 细 胞 , 当 细 胞 生长 至 密度 为 
70% ~80% 时 转 染 过 表达 质粒 (依照 转 染 的 操作 说 
明 进 行 转 染 ) ,6 ~8 h 后 , 换 成 加 抗生素 的 Grace 完 







































































全 培养 基 ,48 h 后 用 4% 多 聚 甲 醛 在 室温 下 固定 15 
min ,然后 用 细胞 膜 染 料 Dil 于 室温 染色 30 min, Ff 
用 DAPI 室温 染色 10 min 进行 细胞 核 染色 ,最 后 用 
Olympus FV1000 共聚 焦 荧 光 显 微 镜 进 行 观察 。 并 
且 将 转 染 后 的 细胞 收集 起 来 ,一 部 分 细胞 用 于 提取 
RNA , 反 转 录 获 得 cDNA ,方法 同 1.2 节 , 然 后 以 此 为 
模板 进行 qPCR rill A AE SR-C 基因 的 表达 ,所 用 引 
物 及 扩 增 反应 体系 和 反应 条 件 同 1.7 节 ; 另 外 一 部 
分 细胞 用 于 提取 蛋白 ,进行 Western blot 检测 家 看 
SR-C 亚 细 胞 定位 情况 。 



































2 结果 


2.1 REC 类 清道 夫 受 体 基因 克隆 

PCR 扩 增 获得 约 1 700 bp 的 序列 (图 2: A) ,在 
此 基础 上 利用 RACE 技术 获得 目的 基因 5 vig (399 
bp) fll 3“ 端 (693 bp) AY cDNA 序列 (图 2: B, C) ,在 
此 基础 上 设计 引物 PCR 扩 增 得 到 cDNA 全 长 片段 
为 1 917 bp( 图 2: D), KR C 类 清道 夫 受 体 基因 
在 家 不 基因 组 数据 库 中 所 对 应 的 基因 编号 为 
BGIBMGA004577-TA ,并 且 位 于 27 号 染色 体 上 的 
nscaf2800 ,其 位 置 是 531 837 -541 893 bp ,该 基因 的 
cDNA 全 长 序列 为 2 047 bp, 含 有 一 个 长 为 1 821 bp 
的 完整 开放 阅读 框 ( ORF) ,编码 606 个 氨基 酸 残 基 ， 
其 5' 和 3' 非 翻译 区 序列 (UTR ) 长 度 分 别 为 118 bp 
和 32 bp, 有 1 个 加 尾 信 号 序列 AATAAA 在 其 3- 
UTR 结构 区 域 中 (图 4: A)。 将 其 与 基因 组 序列 进 
行 对 比 ,结果 表明 ,该 基因 全 长 为 14 456 bp, 是 多 外 品 
子 基 因 ,一 共 包括 10 个 外 显 子 和 9 个 内 含 子 (图 3)。 
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图 2 RE C261 i A RIL BmSR-C 的 全 长 cDNA 克隆 

Fig. 2 Full-length cDNA cloning of BmSR-C from Bombyx mori 
A: BmSR-C 中 间 片 段 扩 增 Amplification of the intermediate fragment of BmSR-C; B; 5'RACE; C: 3'RACE; D; cDNA 全 长 扩 增 Amplification of the 
full-length cDNA. M; DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker; 1, 2; Jal H Ez 8j PCR 产物 PCR product of the intermediate fragment; 3, 4: 
5'RACE 产物 5'RACE product; 5, 6; 3'RACE 产物 3'RACE product; 7; cDNA 全 长 扩 增 产物 Amplification product of full-length cDNA. 
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图 3 ZE BmSR-C 基因 外 显 子 及 内 含 子 信息 
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Fig. 3 Analysis of exons and introns in BmSR-C gene of Bombyx mori 
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2.2 RÆ BmSR-C 结构 域 分 析 

蛋白 质 结构 预测 发 现 BmSR-C 第 25 -74 和 
79 -125 位 氨基 酸 是 补体 对 照 蛋 白 (complement 
control protein ,CCP) 区 域 , 第 134 -315 MARJE 
Meprin A5 antigen and RPTP Mu (MAM) 区 域 ,第 
327 -369 位 氨基 酸 是 S 样 生 长 调节 素 ( somatomedin- 


色 方 块 示 外 显 子 , 箭 头 所 指 线条 部 分 为 内 含 子 。Black blocks show exons, and the arrow parts refer to the intron. 


S-like, SO) 区 域 ,在 第 553 -575 位 氨基 酸 位 点 之 间 
具有 盟 型 的 跨 膜 结构 域 (图 4: B) ,信号 肽 预测 结 
显示 第 1 -20 位 氨基 酸 区 域 是 其 信号 肽 区 域 (图 4: 
C) ,成 熟 肽 从 第 21 位 氨基 酸 开始 ,经 预测 其 分 子 量 
为 67.54 kD ,等 电 点 (pID) 为 8.81。 该 蛋白 有 1 个 跨 
膜 螺 旋 区 域 ( 图 4: D)o 
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图 4 家 看 BmSR-C 基因 结构 分 析 及 其 蛋白 结构 域 预测 
Fig. 4 Structure analysis of the BmSR-C gene of Bombyx mori and its protein domain prediction 
A; BmSR-C 基因 cDNA 全 长 序列 分 析 Full-length cDNA sequence analysis of BmSR-C; B; BmSR-C 和 蛋白 结构 预测 Domain prediction of BmSR-C 
protein; C; BmSR-C 蛋白 信和 号 肽 预测 Signal peptide prediction of BmSR-C; D; BmSR-C 蛋白 跨 膜 结构 域 预测 Transmembrane domain prediction of 
BmSR-C. CCP; 补体 对 照 蛋 白 Complement control protein; MAM: Meprin A5 antigen and RPTP Mu; SO: S 样 生 长 调节 素 Somatomedin-S-like. 














2.3 同 源 与 进化 分 析 

RAG C 类 清道 夫 受 体 是 一 个 在 昆虫 中 比较 特 
异性 表达 的 蛋白 。 使 用 MECA6. 0 软件 ,对 几 种 经 
RERI C 类 清道 夫 受 体 进行 了 进化 树 分 析 , 结 
如 图 5 所 示 。 从 进化 树 可 以 看 出 ,家 乍 C 类 清道 夫 
受 体 与 草地 贪 夜 蛾 和 大 红斑 蝶 的 C 类 清道 夫 受 体 
最 为 接近 ,其 次 是 与 西方 蜜蜂 和 赤 拟 谷 次 的 C 类 清 














道夫 受 体 。 
2.4 BmSR-C 的 表达 分 析 

通过 RT-PCR 分 析 BmSR-C (EA AE 5 龄 第 3 天 
幼虫 头 部 、 体 壁 、 丝 腺 .中 肠 脂肪 体 、 马 氏 管 、 精 集 、 
卵 自 和 血细胞 这 9 个 组 织 内 的 表达 ,结果 显示 ,其 在 
马 氏 管 和 血细胞 中 表达 量 较 高 ,而 在 其 他 组 织 中 无 
明显 表达 (图 6: A); ZEA AE 4 龄 第 3 天 到 预 师 第 2 
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天 幼虫 血细胞 中 BmSR-C 持续 表达 , 且 在 4 龄 眠 期 
表达 量 较 高 (图 6: B)。 定 量 PCR 结果 显示 ,BmSR- 
CHER 5 龄 第 3 天 的 幼虫 马 氏 管 中 表达 水 平 最 


























高 ,其 次 是 血细胞 中 (图 6: C) ;各 时 期 血细胞 定量 
结果 显示 ,BmSR-C 1E 4 龄 眠 血细胞 中 的 表达 水 平 
达到 峰值 (图 6: D), 














草地 贪 夜 峨 Spodoptera frugiperda SR-C (ABB92836.1) 
KARHE Danaus plexippus SR-C (EHJ67311.1) 
E 家 不 Bombyx mori BmSR-C (BGIBMGA004577) 


西方 蜜蜂 4pis mellifera SR-C (XP006561514. 1) 


赤 拟 谷 盗 7Yibolium castaneum SR-C (XP001812043.1) 


埃及 伊 蚊 4edes aegypti SR-C (XP001651939.2) 





办 比 亚 按 蚊 4pzopjpeles gambiae SR-C (XP320557.4) 


Rut Su Drosophila melanogaster SR-C (NP477102) 
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图 5 











基于 氨基 酸 序列 构建 的 家 不 BmSR-C 与 其 他 昆虫 的 SR-C 蛋白 的 进化 树 ( 邻接 法 , 重复 1 000 次 ) 








Fig. 5 Phylogenetic tree based on the amino acid sequences of BmSR-C of Bombyx mori and SR-C proteins from 


other insect species by neighbor-joining method (1 000 replicates ) 
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图 6  BmSR-C 在 家 不 5 龄 第 3 天 幼虫 不 同 组 织 (A, C) 及 不 同 发 育 时 期 血细胞 (B,D) 中 的 表达 谱 
Fig. 6 Expression profiles of BmSR-C in different tissues (A, C) of the day-3 Sth instar larvae and hemocytes (B, D) at 








different developmental stages of Bombyx mori 


A, B: RT-PCR; C, D: qPCR. He; 3; Head; Ep; 体 壁 Epidermis; Mi; 中 肠 Midgut; Si; 丝 腺 Silk gland; Fa; 脂肪 体 Fat body; Te: #74 Testis; 


Ov: 卵 代 Ovary; Ma; =) Fe" Malpighian tubules; Ha: 血细胞 Haemocyte. 
respectively; LAM; 4 龄 眠 Molting period of the 4th instar larva; L5D1 -7: 











IAD3 -4: 分 别 为 4 龄 第 3 和 4 天 的 幼虫 Day 3 and 4 4th instar larva, 
分 别 为 5 龄 第 1 -7 天 的 幼虫 Day 1 -7 5th instar larva, respectively; 














W: L3 Wandering stage; PP1 -2: 分 别 为 预 晴 第 1 -2 天 1 -2 d-old prepupa, respectively. 图 中 数据 为 平均 值 SE; Data are mean + SE. 


2.5 BmSR-C 原核 表达 与 蛋白 纯化 

将 扩 增 得 到 的 BmSR-C 特异 部 分 序列 克隆 到 
pMD19-T 载体 上 ,测序 正确 后 连接 到 pET32a( +) 
载体 上 ,用 Hind I 及 Xhol 进行 双 酶 切 验 证 ,所 得 
结果 与 预期 的 结果 一 致 , 这 说 明 原 核 表 达 载 体 








pET32a( + ) -BmSR-C 已 被 成 功 构 建 。 

pET32a( + )-BmSR-C/Rosseta 菌 液 在 IPTG 2X 
浓度 为 1 mmol/L 时 ,分 别 经 16, 25 和 379% 诱导 后 
进行 SDS-PAGE 电泳 检测 ,结果 显示 16%C ,25% 和 
37 人 处 理 均 能 诱导 目的 蛋白 表达 ,但 在 37 诱导 后 
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的 蛋白 表达 量 是 最 高 的 ,并 且 主 要 是 在 包涵 体 中 表 
达 ( 图 7: A), pET32a( + )-BmSR-C/Rosseta 菌 液 
在 终 浓度 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 和 1 mmol/L 
Ay IPTG 中 37% 分 别 诱导 6h 后 ,SDS-PAGE 结果 显 
示 各 浓度 的 IPTG 均 能 诱导 目的 蛋白 表达 (图 7: 
B) ,于 是 最 终 采 用 了 IPTC 终 浓 度 0. 1 mmol/L 在 
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37% 条 件 下 进行 BmSR-C 蛋白 的 大 规模 诱导 ,经 
SDS-PAGE 电泳 检测 ,成 功 地 诱导 了 目的 蛋白 的 表 
达 ( 图 7: C) 。 通 过 诱导 包涵 体 蛋 白 大 量 表达 后 ,再 
采用 Ni* 亲 和 层 析 法 纯化 获得 了 高 纯度 的 BmSR-C 
重组 蛋白 (图 7: C)。 
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图 7 家 看 BmSR-C 的 原核 表达 及 和 蛋白 纯化 


Fig. 7 Prokaryotic expression and protein purification of BmSR-C of Bombyx mori 


A: 不 同 温度 下 1 mmol/L 的 IPTG 诱导 BmSR-C 








组 蛋白 表达 Expression of recombinant protein of BmSR-C by IPTG (1 mmol/L) induction under 


different temperatures. M; 蛋白 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1; 未 诱导 的 上 清和 蛋白 Non-induced supernatant; 2: 未 诱导 的 包涵 体 蛋 
白 Non-induced inclusion body protein; 3, 5, 7: 1 mmol/L IPTG 分 别 于 16, 25 和 37% 诱 导 的 上 清 蛋 白 Soluble fraction induced by 1 mmol/L IPTG 
at 16, 25 and 37, respectively; 4, 6, 8: 1 mmol/L IPTG 分 别 于 16, 25 和 37% 诱导 的 包涵 体 蛋 白 Inclusion body protein induced by 1 mmol/L 








IPTG at 16, 25 and 37°C, respectively. B: 37°C 下 不 同 浓度 IPTG 诱导 


(6 h) BmSR-C 














i 组 蛋白 表达 Expression of recombinant protein of BmSR-C 


after induction with different concentrations of IPTG for 6 h at 377C. M: 蛋白 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13: 分 
别 为 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 和 1.0 mmol/L IPTG 37% 诱导 的 上 清 蛋白 Soluble fraction induced by 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 and 1.0 
mmol/L IPTG at 37°C , respectively; 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14; 分 别 为 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 and 1. 0 mmol/L IPTG 37C 诱导 的 包涵 体 蛋 白 
Inclusion body protein induced by 0, 0.1, 0. 2, 0.4, 0.6, 0.8 and 1. 0 mmol/L IPTG at 37, respectively. C; 0. 1 mmol/L IPTG 规模 诱导 BmSR- 
C 重组 蛋白 表达 (37%C , 6 h) 及 纯化 Large-scale induction (37° , 6 h) of recombinant protein of BmSR-C by 0. 1 mmol/L IPTG and purification. M; 
蛋白 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1; 未 经 IPTG 诱导 的 上 清和 蛋白 Non-induced supernatant by IPTG; 2; 未 经 IPTG 诱导 的 包涵 体重 
F1 Non-induced inclusion body protein by IPTG; 3; 0. 1 mmol/L IPTG 大 规模 诱导 的 上 清和 蛋白 Soluble fraction induced by 0. 1 mmol/L IPTG; 4; 0.1 
mmol/L IPTG 大 规模 诱导 的 包涵 体 蛋 白 Inclusion body protein induced by 0. 1 mmol/L IPTG; 5: 纯化 得 到 的 BmSR-C 包涵 体 和 蛋白 Purified inclusion 
body protein of BmSR-C. D; BmSR-C 抗体 的 Western blot 检测 Immunological characterization of anti-BmSR-C antibody by Western blot. 1: 免疫 前 血 











清 Preimmune serum; 2; jj; BmSR-C 血清 Anti-BmSR-C serum. 


2.6 BmSR-C 抗 血清 检测 

用 经 过 纯化 得 到 的 BmSR-C 重组 蛋白 免疫 小 
鼠 ,获得 鼠 抗 血清 ,经 ELISA 测定 BmSR-C 的 抗 血 清 
效 价 高 达 1: 128 000( 表 2) 。 取 家 和 蛋 4 龄 眠 幼虫 的 
血细胞 蛋白 作为 材料 ,以 家 看 BmSR-C 的 抗 血 清 为 
一 抗 , Western blot 检测 发 现在 相对 分 子 量 约 65 kD 





处 出 现 了 特异 的 蛋白 条 带 (图 7: D) ,说 明 所 制备 的 
抗体 可 以 与 所 表达 的 蛋白 特异 性 结合 。 
2.7 BmSR-C 基因 全 长 过 表达 载体 构建 及 亚 细 胞 
定位 

为 了 研究 BmSR-C 的 亚 细 胞 定位 情况 ,我 们 采 
用 PCR 技术 克隆 得 到 BmSR-C 的 ORF 片段 ,将 其 连 
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表 2 BmSR-C 抗 血 清 效 价 ELISA 分 析 
Table 2 Titer of the anti-BmSR-C serum by 
ELISA analysis 














稀释 比 3 次 测定 的 0Dsso 值 0D4so values of three replicates 
Dilution ratio 第 1 次 1st 第 2 次 2nd 第 3 次 3rd 

1:500 1.556 1.501 1.553 
1:1 000 1.508 1.489 1.492 
1:2 000 1.478 1.421 1.423 
1:4 000 1.443 1.411 1.462 
1:8 000 1.451 1.389 1.431 
1:16 000 1.441 1.442 1.421 
1:32 000 1.417 1.376 1.387 
1:64 000 1.139 1.121 1.217 
1:128 000 1.116 1.054 1.076 
1:256 000 0.153 0.134 0.123 
cpi 0.139 0.123 0.142 

A EGFP EGFP/Dil/DAPI 


pIZ-EGFP 


Dil 





pIZ-EGFP-BmSR-C 


区 


相对 表达 水 了 


接 到 pIZ-EGFP-VShis 载体 上 , 得 到 pIZ-EGFP- 
BmSR-C-V5his 全 长 过 表达 载体 。 在 家 看 胚胎 细胞 
系 BmE 细胞 中 进行 转 染 48 h 后 ,分 别 用 Dil 和 
DAPI 进行 细胞 腊 和 细胞 核 染色 ,再 在 共聚 焦 荧 光 显 
微 镜 下 观察 EGFP 融合 蛋白 的 表达 情况 。 结 果品 
示 , 空 白 对 照 组 的 EGFP 荧光 信号 在 细胞 核 和 细胞 
质 中 ,而 实验 组 的 EGFP 荧光 信号 在 细胞 膜 上 (图 
8: A)。 对 经 转 染 的 细胞 进行 BmSR-C 的 定量 PCR 
和 Western blot 检测 ,发 现 过 表达 BmSR-C 细胞 的 
BmSR-C 在 RNA 水 平 上 是 显著 上 升 的 (图 8: B) ,过 
表达 了 空 载 和 BmSR-C 的 细胞 蛋白 水 平 检测 结果 显 
IR EGFP 抗体 分 别 在 27 和 95 kD 处 旷 育 出 了 相应 
的 条 带 ,BmSR-C 抗体 在 95 kD 处 久 育 出 了 相应 的 
条 带 (图 8: C). 
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图 8 ZÆ BmSR-C 在 BmE 细胞 中 的 表达 和 亚 细 胞 定位 
Fig. 8 Expression and subcellular localization of BmSR-C in BmE cells of Bombyx mori 
A: 免疫 荧光 检测 BmSR-C 在 BmE 细胞 中 的 定位 Subcellular localization of BmSR-C in BmE cells by immunofluorescence assay; pIZ-EGFP-VShis; 对 
照 质粒 Control plasmid; pIZ-EGFP-BmSR-C-VShis; 重组 质粒 Recombinant plasmid. EGFP; 增强 绿色 荧光 蛋白 在 细胞 中 的 定位 情况 The 











intracellular localization of enhanced green fluorescent protein; Dil; 细胞 膜 红 





色 荧 光 探 针 标 记 细 胞 膜 Cell membrane red fluorescence probe was used to 





label the cell membrane; EGFP/Dil/DAPI; 细胞 核 蓝 色 欧 光 染 料 标记 细胞 核 Nucleus were stained dark by nuclear blue fluorescent dye. B; qPCR 检 
测 转 染 BmE 细胞 中 BmSR-C 的 表达 量 Expression level of BmSR-C in the transfected BmE cells by qPCR; 数据 以 平均 值 + SE 表示 ,进行 1 检验 。 
Data are presented as mean + SE, and subjected to t test. * P «0.001. C; 转 染 BmE 细胞 中 EGFP 和 BmSR-C 表达 的 Western blot 检测 Expression 


analysis of EGFP and BmSR-C proteins in the transfected BmE cells by Western blotting. 


3 讨论 





无 兰 椎 动物 缺乏 适应 性 免疫 ,只 有 由 细胞 免疫 
(cellular immunity) 和 体液 免疫 (humoral immunity ) 
组 成 的 先天 性 免疫 系统 来 抵御 病原 入侵。 在 先天 免 
疫 过 程 中 ,模式 识别 受 体 (PRR ) 通过 结合 与 其 相应 
的 配 体 启动 先天 免疫 应 答 反 应 (Choi et al., 2016) 。 
受 体 介 导 的 病原 体 吞 噬 作 用 是 一 个 高 度 保守 的 生物 
学 过 程 。 巨 吹 细 胞 能 够 识别 其 摄取 的 颗粒 或 微生物 
不 同 的 表面 结构 ,并 且 可 以 通过 像 甘露 糖 受 体 其 他 























凝集 素 样 受 体 和 清道 夫 受 体 (SRs) 等 模式 识别 受 体 
(PRR) 直接 识别 微生物 (Janeway，1989; Krieger, 
1997; Stahl and Ezekowitz, 1998; Gough and Gordon, 
2000) 。 已 经 有 研究 表明 , 果 晶 dSR-CI 是 一 种 细菌 
PRR, S2 细胞 总 细菌 结合 活性 的 20% ~ 30% 
( Rämet et al., 2001) 。 

本 研究 通过 PCR 及 RACE 技术 获得 家 看 C 类 
清道 夫 受 体 基 因 BmSR-C 的 全 长 序列 。 在 果 蝇 中 ， 
S2 细胞 对 细 东 的 吞噬 作用 是 通过 dSR-CI 结合 革 兰 
氏 阳 性 和 阴性 菌 来 完成 的 ,并 且 研 究 发 现 CCP 域 与 
MAM 结合 域 在 体外 能 够 结合 细菌 (Rimet et al., 
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2001), BmSR-C 基因 编码 的 蛋白 有 2 个 CCP, 1 个 
MAM 和 1 个 SO 结构 域 ,具有 典型 的 跨 膜 结构 域 , 暗 
示 BmSR-C 可 能 参与 细胞 对 微生物 的 否 哈 过 程 。 
BmSR-C 在 头 、 马 氏 管 和 血细胞 中 表达 量 较 高 ,尤其 
是 在 马 氏 管 和 血细胞 中 。 家 和 看 幼虫 的 头 部 内 是 脑 组 
织 , 由 一 层 坚硬 的 骨 质 壳 包 库 在 外 面 , 上 面 有 触角 、 
单眼 \ 口 如 等 重要 的 带 官 ,密布 着 家 盔 的 各 种 感觉 融 
官 (包括 嗅觉 触觉 ,视觉 和 味觉 ) ,执行 很 多 重要 的 
生命 功能 ,因此 推测 在 头 部 表达 的 BmSR-C 不 仅 参 
与 脂 类 代谢 ,而 且 在 嗅觉 . 脑 神 经 、 视 觉 和 味觉 中 行 
使 着 类 似 哺 乳 动物 和 果 晶 中 同 源 基因 相似 的 功能 。 
目前 ,很 少 有 关于 昆虫 清道 夫 受 体 在 各 感觉 器 官 中 
的 功能 研究 报道 ,家 鼻头 部 的 BmSR-C 基因 行使 何 
种 功能 还 没有 任何 文献 支持 。 家 看 属 开放 式 循环 系 
统 , 血 液 在 整个 体腔 之 中 循环 ,体内 组 织 器 官 浸没 在 
血液 当中 ,血液 有 着 储藏 .调节 传递 压力 、 防 御 及 愈 
伤 等 方面 的 作用 ( 杨 丽 群 等 , 2015 ) 。 血 细胞 参与 的 
吞 哈 、 包 嘻 、 黑 化 和 结 节 形成 等 细胞 和 体液 免疫 应 管 
反应 在 整个 免疫 系统 中 具有 极其 重要 的 作用 ( Nappi 
and Vass, 1993; Strand and Pech, 1995; Hoffmann 
and Reichhart, 2002; Lavine and Strand, 2002), Hj 
氏 管 开始 发 育 于 昆虫 的 早期 胚胎 时 期 ,因为 昆虫 代 
谢 活动 的 最 终 产物 都 集中 在 血液 中 ,浸没 在 血液 中 
的 马 氏 管 对 于 昆虫 保持 其 正常 的 生命 活动 ,调节 血 
液 酸 碱 变 化 组 成 成 分 \ 水 分 的 含量 和 渗透 压 有 着 非 
党 重要 的 作用 ,同时 ,也 因为 它 能 够 产生 及 分 洲 抗 微 
生物 的 蛋白 质 而 具有 人 免疫 反应 的 作用 。 因 此 ,推测 
在 家 鼻血 细胞 和 马 氏 管 中 表 达 的 BmSR-C 可 能 在 调 
节 血 液 组 分 清除 凋 亡 细胞 .转运 脂 类 物质 和 免疫 防 
护 等 方面 发 挥 作用 。 血 细胞 还 参与 家 看 变态 发 育 过 
程 中 大 量 旧 组 织 降解 和 新 组 织 重 建 等 ,在 家 看 整个 
生命 周期 中 具有 十 分 重要 的 作用 (Kim and Kim, 
2005; Marmaras and Lampropoulou, 2009) 。 通 过 分 
析 4 龄 第 3 天 到 熟 乔 时 期 的 血细胞 表达 谱 发 现 ， 
BmSR-C 在 各 时 期 血细胞 中 持续 表达 ,并 且 在 眠 期 
和 上 蔬 时 期 表达 量 较 高 。 清 道夫 是 一 类 病原 模式 识 
别 受 体 , 除 了 识别 病原 外 ,还 参与 血细胞 对 细胞 碎片 
和 调 亡 细胞 的 处 理 ( 董 占 鹏 等 ,2010; 3& HS, 
2011; Dong et al., 2015) , 预 肾 时 期 机 体 发 生 大 规模 
的 旧 组 织 降解 ,血细胞 进入 相关 组 织 参与 处 理 细胞 
碎片 和 凋 亡 细胞 ,游离 血细胞 减少 ,这 可 能 是 导致 
BmSR-C 在 预 肾 时 期 的 循环 血细胞 中 表达 下 调 的 
要 原因 ,暗示 着 BmSR-C 可 能 在 家 看 的 变态 发 育 过 
程 中 发 挥 着 重要 的 功能 ,但 具体 机 制 仍 需 进一步 的 
























































研究 。 深 入 研究 BmSR-C 基因 的 表达 与 功能 , 对 揭 
示 昆 虫 SR-C 基因 的 功能 多 样 性 具有 重要 意义 。 为 
了 进一步 分 析 BmSR-C 在 亚 细 胞 上 的 定位 ,本 研究 
构建 了 pIZ-EGFP-BmSR-C-V5his 的 过 表达 质粒 , 转 
YL RATA AGN BmE 细胞 后 用 共聚 焦 显 微 镜 观 
察 ,发 现 转 染 pIZ-EGFP-BmSR-C-V5his 的 细胞 有 荧 
光 信 号 ,并 且 主 要 定位 于 细胞 膜 上 ,因此 推测 该 蛋白 
可 能 参与 代谢 废物 、. 脂 类 物质 的 转运 和 外 源 物 的 结 
合 等 。 为 了 后 续 实 验 的 开展 ,本 研究 构建 了 原核 表 
达 载 体 ,通过 优化 原核 表达 和 和 蛋白 纯化 条 件 ,获得 高 
纯度 BmSR-C 重组 蛋白 ,通过 免疫 小 鼠 制 备 了 高 效 
村 异 的 多 克隆 抗体 。 本 研究 为 进一步 探索 BmSR-C 
在 家 看 免疫 方面 的 功能 奠定 了 基础 。 
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